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Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier ‘Flock House virus’ (IG 20-
015_2.13-000), ingediend door Universiteit Utrecht, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

kan worden.

samenklontering van cellen veroorzaken.

bij andere diersoorten of planten.

4.1 van de Regeling ggo.

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van het Flock House
virus (FHV). Tevens is de COGEM gevraagd of dit virus als insect-specifiek beschouwd

FHV is geisoleerd uit een kever in Nieuw-Zeeland. Het virus kan door fruitvliegen en
muggen opgenomen worden via het voedsel, en kan in deze insecten repliceren zonder dat

er ziekteverschijnselen optreden. In cellijnen van fruitvliegen kan het virus een

Naast insecten kan het virus ook repliceren in nematoden, planten, gisten en
zoogdiercellen. Er zijn bij de COGEM geen aanwijzingen bekend dat nematoden,
vertebraten (waaronder de mens), of planten op natuurlijke wijze met dit virus geinfecteerd

kunnen worden. Voor zover bij de COGEM bekend, is FHV niet geassocieerd met ziekte

Alles in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat het Flock House virus als
insect-specifiek virus gekenmerkt kan worden en daarmee als strikt dierpathogeen

ingedeeld kan worden in pathogeniteitsklasse 2 en geplaatst kan worden op Bijlage 4, lijst




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies treft u
hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,

Prof. dr. ing. Sybe Schaap
Voorzitter COGEM

c.c. Dr. J. Westra, Hoofd Bureau ggo
Mr. J.K.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenW



Pathogeniteitsclassificatie van het Flock House virus (FHV)

COGEM advies CGM/200212-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een vergunningaanvraag getiteld ‘Flock House virus’ (IG 20-015) van de
Universiteit Utrecht, is de COGEM gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van het Flock
House virus en voor plaatsing van deze virussoort in Bijlage 4 van de Regeling ggo.! Tevens is de
COGEM gevraagd of dit virus als insect-specifiek beschouwd kan worden.

2. Pathogeniteitsclassificatie Regeling Genetisch Gemodificeerde Organismen (ggo)

Onder de ggo-regelgeving worden bij de pathogeniteitsclassificatie de risico’s voor mens en milieu in
ogenschouw genomen. Daartoe worden in de Regeling ggo micro-organismen ingedeeld in vier
pathogeniteitsklassen. Deze indeling start met pathogeniteitsklasse 1, die gevormd wordt door
apathogene micro-organismen en loopt op tot pathogeniteitsklasse 4, de groep van hoog pathogene
micro-organismen. ledere pathogeniteitsklasse is gekoppeld aan een inperkingsniveau voor
werkzaamheden met ggo’s van die klasse.

Apathogene micro-organismen worden ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Dergelijke micro-
organismen dienen minimaal aan één van de volgende criteria te voldoen:

a) het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend zijn die
ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant;

b) het micro-organisme heeft een lange historie van veilig gebruik onder omstandigheden waarbij
geen bijzondere inperkende maatregelen worden getroffen;

¢) het micro-organisme behoort tot een soort die vertegenwoordigers bevat van klasse 2, 3 of 4, maar
de stam in kwestie bevat geen genetisch materiaal dat verantwoordelijk is voor de virulentie;

d) van het micro-organisme is het niet-virulente karakter door middel van adequate tests aangetoond.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 2 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ziekte kan veroorzaken, waarvan het onwaarschijnlijk is dat het zich onder de populatie verspreidt,
terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is, alsmede een micro-
organisme dat bij planten een ziekte kan veroorzaken.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 3 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 4 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren

een zeer ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er geen effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.
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2.1 Strikt dierpathogene virussen
In 2014 heeft de COGEM in een advies beschreven aan welke criteria een virus moet voldoen om als
strikt dierpathogeen virus aangemerkt te worden.? De definitie die zij hiervoor hanteert, luidt als volgt:
Een strikt dierpathogeen virus is een virus met een dier als primaire gastheer waarbij infectie, al dan
niet gevolgd door ziekte, bij de mens nooit is waargenomen, tenzij onder uitzonderlijke omstandigheden.
De overweging die de COGEM hanteert om dierpathogenen te classificeren wijkt op enkele punten
af van die van humaanpathogenen. In 2014 heeft de COGEM in een signalering inzicht geboden in haar
overweging bij de classificatie van dierpathogene micro-organismen, en aangegeven welke aspecten een
rol spelen in haar oordeel.® De classificatie van dierpathogene micro-organismen is gebaseerd op vier
elementen:

a) het ziekmakende potentieel,

b) de enzodtische aanwezigheid,

c) het verspreidingspotentieel van het betreffende micro-organisme,
d) de mogelijkheden om verspreiding in te perken.

Deze elementen belichten specifieke kenmerken van het betreffende micro-organisme en vormen ieder
een onderdeel van de totale classificatie. De COGEM benadrukt hierbij dat geen van de elementen
afzonderlijk een doorslaggevende rol heeft, maar altijd in samenhang met elkaar tot een classificatie
leidt.

2.2 Insect-specifieke virussen

De COGEM heeft de afgelopen jaren verschillende insect-specifieke virussen als strikt dierpathogeen
ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2. Gezien de toename aan onderzoek met insectenvirussen, heeft de
COGEM in 2019 een onderzoeksproject te laten uitvoeren om insect-specifieke virussen generiek te
classificeren, analoog aan de klasse 2 indeling van plantenvirussen. In het uitgevoerde onderzoek zijn
een aantal insect-specifieke taxa geidentificeerd waarbij een duidelijke afbakening is gemaakt tussen
zogenaamde ‘arthropod borne viruses’ (arbovirussen) en insect-specifiek virussen.* Op grond van de
aard van insect-specifieke virussen, die uitsluitend insecten kunnen infecteren, heeft de COGEM
geadviseerd om alle insect-specifieke virussen als strikt dierpathogeen in te delen in pathogeniteitsklasse
2.3

3. Flock House virus

Het Flock House virus (FHV) is een virusspecies behorende tot het genus Alphanodavirus, en de familie
Nodaviridae. In de familie Nodaviridae worden twee genera onderscheiden, het Alphanodavirus en
Betanodavirus. Betanodavirussen staan bekend om het infecteren van vissen. Alphanodavirussen zijn
uit insecten geisoleerd en infecteren insecten, maar van één species uit dit genus (Nodamura virus) zijn
aanwijzingen dat het een arbovirus is en ook bepaalde vertebraten kan infecteren en doden.®”%° Er is
ook een gerelateerde groep virussen die Caenorhabditis nematoden infecteren, maar deze zijn nog niet
door de ICTV als aparte familie toegekend.!” Van nodavirussen is bekend dat zij kunnen repliceren in
cellen van planten, insecten en zoogdieren.'!
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FHV heeft een enkelstrengs positief RNA genoom, bestaande uit twee RNA segmenten.'? Het eerste
RNA segment, RNA1, kan autonoom repliceren in afwezigheid van RNA2 en codeert onder andere voor
het virale RNA-afhankelijke RNA polymerase. RNA2, dat codeert voor het structurele manteleiwit
(capside), is afhankelijk van aanwezigheid van RNA1 voor replicatie.'* Na infectie wordt ook een derde
(subgenomisch) RNA segment geproduceerd, RNA3, dat niet in het uiteindelijke virusdeeltje terecht
komt. RNA3 codeert voor twee kleine eiwitten, Bl en B2. De functie van het B1 eiwit is onbekend,
maar van het eiwit B2 is bekend dat het als suppressor van RNA interference (RNAi) kan fungeren.®!*13

FHYV is oorspronkelijk geisoleerd uit de keversoort Costelytra zealandica.'® Hoewel de kevers waaruit
het virus is geisoleerd nog leefden, vertoonden deze wel afwijkingen in hun ontwikkeling.!” Uit
experimenten waarbij de fruitvlieg Drosophila melanogaster FHV via het eten binnenkreeg, bleek dat
FHYV fruitvliegen kan infecteren.'® De geinfecteerde fruitvliegen leefden net zo lang als ongeinfecteerde
fruitvliegen. In Drosophila cellijnen veroorzaakt FHV een cytopatisch effect (CPE), niet zozeer door
cytolyse, maar door het samenklonteren van cellen.!’

Naast replicatie van FHV in Drosophila, is replicatie van het virus ook onderzocht en waargenomen
na infectie van verschillende medisch-relevante insectensoorten door middel van injectie met FHV, of
een bloedmaal met FHV. Het betrof muggen uit vier verschillende genera (Culex, Armigeres, Aedes en
Anopheles), tseetsee vliegen (Glossina morsitans) en Rhodnius prolixus, de vector van de Chagas
parasiet.'>?’ In de muggensoorten dedes aegypti, Culex pipiens pipiens, en Armigeres subalbatus zijn
geen ziekteverschijnselen waargenomen bij toegediende doseringen tot 107 plaque forming units (pfu).
Bij doseringen hoger dan 10* pfu of accumulerende titers van 10® pfu was FHV dodelijk voor insecten
uit de genera Anopheles en Glossina. Sterfte bij R. prolixus is alleen waargenomen tijdens de eerste 4
nimfstadia bij een toediening van 2,4x10° pfu (100% bij eerste twee stadia, 40-50% bij derde en vierde
stadium), maar niet bij het vijfde of volwassen stadium.’

FHV kan naast insecten ook repliceren in zoogdiercellen, nematoden, planten en gisten.®?! Expressie
van FHV RNA1 en RNA2 vanaf een plasmide ingebracht in ‘baby hamster kidney’ (BHK) cellen leidde
tot replicatie van het RNA en productie van infectieus virus dat plaques veroorzaakt in Drosophila
cellen. Hierbij werd opgemerkt dat het virus zelf niet in staat was deze cellen te infecteren, en
virusdeeltjes niet door de BHK cel cultuur konden verspreiden.?

In nematoden waarbij expressie van chromosomaal geintegreerde DNA kopieén van RNA1 en RNA2
is onderzocht, bleek zelf-replicatie van het RNA1 en in trans replicatie van RNA2 mogelijk.!* Beide
RNA'’s bleken biologisch actief na transfectie in een Drosophila S2 cellijn.

In planten geinoculeerd met FHV RNA zijn FHV virusdeeltjes geproduceerd in de geinoculeerde
bladeren van o.a., Hordeum vulgare (Gerst), Chenopodium hybridum (Esdoornganzenvoet), Vigna
sinensis, en Nicotiana benthamiana. In de geinoculeerde planten werden geen symptomen van
pathogeniteit waargenomen. In sommige gevallen was het geproduceerde virus (geisoleerd uit de plant)
in staat plaques te vormen in Drosophila cellen.® In N. benthamiana zijn ook lage hoeveelheden
virusdeeltjes gedetecteerd in bladeren die niet geinoculeerd werden, waarschijnlijk door transport na
synthese in de geinoculeerde bladeren. In het artikel wordt opgemerkt dat FHV niet als plantenvirus
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aangemerkt moet worden, omdat het geen natuurlijke route voor infectie heeft in planten, en dat virus
synthese op andere plaatsen dan waar het RNA geinoculeerd is, zeer onwaarschijnlijk is.2*

Transfectie van FHV RNA in gist (Saccharomyces cerevisiae) resulteerde eveneens in de productie
van virusdeeltjes die Drosophila cellen konden infecteren.?* De hoeveelheid geproduceerde
virusdeeltjes was vergelijkbaar met productie bij gebruik van Drosophila cellijnen.

4. Eerder COGEM advies
De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over FHV, of andere species in het genus Aphanodavirus.
Wel heeft zij in 2017 advies uitgebracht over verschillende visvirussen uit het genus Betanodavirus.*

5. Overweging en advies

FHYV is geisoleerd uit kevers die voorkomen op het Noordereiland van Nieuw Zeeland. Vanwege het
kleine genoom (ongeveer 4,5 kb) en de groeikarakteristicken van het virus, wordt het ook wel als
modelsysteem gebruikt om onder andere de mechanismen van RNA virus replicatie te onderzoeken. De
wijze waarop verspreiding van FHV plaatsvindt, is niet geheel duidelijk. Onder experimentele condities
is gebleken dat FHV in fruitvliegen en muggen opgenomen kan worden via het voedsel. Daarnaast blijkt
uit verschillende studies dat replicatie van het virus niet alleen in insecten kan plaatsvinden, maar ook
in cellen van planten, nematoden, zoogdieren en in gisten.

De kevers waaruit het virus is geisoleerd vertoonden een achterstand in de ontwikkeling. Of deze
achterstand te wijten was aan infectie met het virus is echter niet duidelijk. In Drosophila cellijnen kan
het virus een CPE veroorzaken, hoofdzakelijk door samenklontering van cellen. In studies waarbij FHV
geinoculeerd is in andere soorten insecten, werden geen ziekteverschijnselen waargenomen. Voor
insecten uit de genera Anopheles en Glossina bleken hoge doseringen van het virus dodelijk. Er zijn bij
de COGEM geen aanwijzingen bekend dat nematoden, vertebraten (waaronder de mens), of planten op
natuurlijke wijze met dit virus geinfecteerd kunnen worden. Voor zover bij de COGEM bekend, is FHV
in de wetenschappelijke literatuur niet geassocieerd met ziekte bij andere diersoorten of planten. FHV
veroorzaakt geen CPE in zoogdiercellen en wordt in de wetenschappelijke literatuur niet beschouwd als
een humaan pathogeen.?

Alles in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat Flock House virus als insect-specifiek
virus gekenmerkt kan worden. De COGEM adviseert derhalve om FHV als strikt dierpathogeen in te
delen in pathogeniteitsklasse 2 en te plaatsen op Bijlage 4, lijst 4.1 van de Regeling ggo.
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